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Summary 
When relatively long (2cm) stem segments of Torenia fournieri Lind. were cultured on a 
m巴diumwith benzyladenine (BA)， adventitious buds could be induced in the marginal regions of 
cut ends of explants. The number of buds could be considerably increased by inflicting a slight 
transversal injury with a scalpel in th巴centralpart of an explant. This wound-induced stimula同
tion of adventitious bud differentiation was also noted in segments cultured without BA， sugg巴st-
ing that chemicals formed by wounding induce adv巴ntitiousbud initiation. The wounding 
treatment did not affect the uptake into explants and distribution pattern of radioactive BA 
appliecl to the medium. The clistribution patterns of bud-inhibiting chemicals such as indoleacetic 
acid and NH4 +， and enclogenous bucl-inducing chemicals such as cytokinin and cyclic AMP were 
not correlated both with wouncling ancl bucl initiation. Although the content of endogenous 
spermicline was significantly increasecl in the wounding area， there W3，S no close relationship 
between spermicline cont巴ntancl aclventitious bucl initiation. 
Key words: Aclventitious bud initiation， Spermidine， Torenia fournieri， W ouncling 
緒雲
高等植物の細胞は分化全能性を持っている.すなわち，植物体を構成するどの細胞からでも
個体再生が可能である九この植物体再生は，実際には不定匪形成か不定芽分化を経て達成され
る.不定粧形成に関するメカニズムは，不定粧が単，縮胞からでも誘導できることから，検討が
容易であり，すでに遺伝子レべJルレで、の誘導機構の解明へと研究の中心が移つてきている幻
しかしながら，不定芽分化については，その起源が不均一な培養細胞や複数の組織からなる
器官切片であるために，解明が間難である.我々はトレニア (Toreniafournieri)の茎切片を
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材料として不定芽分化について検討してきた.この材料においては9 不定芽は一簡の細胞層か
らなる表皮皮，の特定の細胞を起源として誘導されるためにヘ他の7材材料よりも解析が比較的容易
である.すでで、にヲオ一キシンやサイトカイニン等の撞物ホ/ルレモンの影響4，5ヘ)弘，トラウマデチ一ン酸6)及
び嫌気処理理ゐ7η)の誘導効渠， Caイオン8叫)や cyclic AlVIP (cAlVIP) 
po叶lyamineの一種でで、ある S叩permidine(Spd) 11)の誘導効果等について報告してきた.また不定穿
誘導時の生化学的動態については，内生アミノ酸の消長11 蛋白質の景@質的変動13)，serine 
proteaseの関与 glutamine蓄積の役割と NH4+の阻害効果15)等を明らかにしてきた.
以上の検討によって， トレニアの不定芽分化に関する生理・生化学的な様相はほぼ明らかに
できたものと思われ，現在我々は，不定穿分化誘導時に特異的に出現する遺伝子群についての
解析を始めようとしている.しかしながら，遺伝子レベルでの解析を行う前に解明する必要の
ある問題も生じている.すなわち，器官切片からの不定芽分化の場合には，その分化への“trig-
ger"となるのは，母植物体から切片を採取する際の傷害ではないかという問題である.
培養細胞では，不定芽分化は高濃度のサイトカイニンと低濃度のオーキシンを組み合わせて
添加した場合に誘導されることが多い16) しかしながら，トレニアの茎切片においては，サイト
カイニンは必須であるがオーキシンはたとえ器濃度でも分化を阻害する 5) このような反応の
違いはヲ茎切片の場合には母撞物体から切片を採取する際の傷害が関与していることによるも
のと考えられる.従って，茎切片からの不定芽分化は，横物体からの採取持にすでに“trigger"
がひかれているということになる.
実際に，トレニア茎切片ーからの不定芽分化時には，蛋白質やmRNA合成の阻害剤13)，serine 
protease の盟害剤~ 1ヘ glutaminesynthaseの阻害剤15)等は茎切片採取産後に処理した場合にの
み不定芽分化を阻害し，また，嫌気処理7)やCa2十 ionophoreA231878)も切片採取産後に与える
と誘導効果を示す.従って， J:記の処埋は“trigger"がひかれた後の反応に関わるのであり，
“trigger"そのものには関わっていないと考えられる.“trigger"は傷害と関連している可能性
が高いので，我々は付加的に与えた傷害と不定芽分化との関係について検討してみた. トレニ
アの比較的長い茎切片を用いると，切片の中央部ではほとんど不定芽が分化しなかったが，中
央部に場害を与えると傷害部位周辺から不定芽が分化してきたl九このことは，おそらく傷害に
よって生成した何らかの物質が不定芽分化を誘導するものであると考えることができる.それ
がどのような物質であるのかということを明らかにする必要がある.
まず我々はトレニアの不定芽分化を誘導あるいは阻害する物質が傷害によって変動するのか
という点について検討することとした. トレニアの不定芽分化は，サイトカイニンペ cAlVIp9)
さらに Spd11)等によって誘導され， indoleacetic acid (IAA)等のオーキシン5)やNH4+15)によっ
て姐害される.そこで，傷害を与えた茎切片におけるこれらの物質の内生量の変動について検
討した.
材料と方法
1.植物材料
トレニア (Toreniafournieri Lind.)の種子をパーミキュライトに播種し， 16時間明期/8
時間暗期 (100μmolphotons ・ m-2 •sec-1)，温度25土 20Cの培養庫で育て，播種後約8週前後
の植物体の上部茎節間を採取した.この茎節間から長さ 2cmの切片を切りだし，これを外植体
として用いた.切片の中央部にほぼ径の半分までメスで切り込みを入れることで傷害を与えた.
基本培地として， lVIurashigeとSkoogの培地I川以下lVIS培地と称す)を用い，検討項目によっ
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ては，0.5，uMのbenzyladenine(BA)を添加した.培養は， 16時間明期/8時間暗期(100μmol
photons' m- 2 • sec1)，温度25土 20Cの培養!準で行い，培養3週間後に，茎切片を2.5mm間隔で、
細分し，各部分に形成された不定芽数奇測定した. 1設定区当り24個の切片を用い，実験は 3
回繰り返した.結果は 3回の実験の平均値で示し，標準偏差を計算した@
2 .茎切片中の物質の測定方法
長さ 2cmの茎切片の中央部に傷容を与え， MS培地を用い，0.5，uMのBAを添加あるいは無
添加の培地で培養した.培養1週間後に茎切片を採取し， 2.5mm間隔で細分した各部分における
濃度等を測定した.測定は :l回繰り返した.結果は 3回の測定の平均鎮で示し，標準偏差を言十
した.
BAの取り込み
培地に添加する BAに [8_14C]…BA(37kBq)を加えて培養した. 1 j居間後，茎切片を2.5mm
に細分し，各部分を combustionsystem (Aloka ASC 113)で燃焼後，液体シンチレーション
カウンター (BeckmanLS-8100)で放射活性を測定した.
内全サイトカイニンの定量
BA無添加の MS培地を用いて培養し， 1週間後，芸切片を2.5mmに細分した.各部分各々約
2 gからサイトカイニンを抽出した.80%EtOHを試料に添加し，ホモジナイザーで粉砕後，
10，000gで遠心した.その上清を減配濃縮して EtOHを除去し，リン酸でpHを3とした後，
酢駿エチルで分配した.分配後の水相をサイトカイニン画分とし，検液として用いた.天然サ
イトカイニンには isopentenyladenosine，zeatinとその額縁体等が存在するために，機器分析
によって正確な定量を行うことは困難である.そこで今回は生物検定によって，サイトカイニ
ン活性のみを測定することとした.キュウリの種子‘をパーミキコライトに播種し， 25こと 2Tの
暗所で4日間育てた.子葉を採取し，検液と櫨紙を入れたシャーレ(直桂 6cm)に24枚ずつ裏
返して並べ， 25土 20Cの暗所で14時間，さらに明所 (50μmolphotons' m- 2 • sec-1) で3時間
した.子葉そ取りだし冷アセトン中で粉砕し， 10，000gで遠心したと清について， 665nmの
吸光度によってクロロフィルを定量した.各種濃度の trans-zeatinを検波の換わりに加えて検
き，そこから検液中のサイトカイニン活性を算定した.
内主主 IAAの定量
0.5，uMのBAを添加した MS培地を用いて培養し， 1週間後，茎切片を2.5mmに細分した.
各部分各々約 2gから IAAを抽出した.液体窒素中で乳鉢で茎切片を粉砕し，ブチル化した
hydroxytoluene (100mg/引を加えた80%MeOHを粉末に加え， 40Cで3時間暗所で静置し
た.これを減圧乾同し，蒸留水で溶解し，酢酸でpH2.5にした.Sep pak C-18 cartridge 
(Waters)に吸着させ， 50%MeOHで溶出した.これを減圧乾回し，蒸留水で溶解後， dichlor-
omethaneで3[自分配し， dichloromethane栢を乾i訴し， 80%MeOHに溶解した.
TRIROTOR HPLC (日本分光)， Nucleosil N(CH3)2カラムを用い， 80%MeOHで溶出し，
280nmの吸光度を測定した.試料のピーク面積を authenticなIAAと比較することによって
IAA量を算定した.
NH4十の定量
0.5μMのBAを添加した MS培地を用いて培養し， 1週間後，茎切片そ2.5mmに細分した.
各部分各々約 2gに80%熱EtOHを加えて粉砕し， 10，000 gで遠心した上清をj戒圧乾悶し，
留水に溶解してコンウェイユニット外室に入れ，同量の飽和ホウ酸緩衝液 (pH10) を加えた.
ユニット内室にはO.5N硫酸吸収液を入れた.300Cで2日間静置後，吸収液と内室の洗浄液を合
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わせて比色定量の試料とした.試料1m1!に対して67mMのEDTA溶液0.2m1!， 1 Mリン酸緩衝
液0.2m1!を順次加えて撹持後， 1 NNaOHで中和し，ニトロプルシド試薬 1m1!，次に次亜塩素酸
試薬 1m1!を加えて撹持した.水を加えて全量を10m1!とし， 3時間後に625nmの吸光度を測定し
た.
cAMPの定量
0.5μMのBAを添加した MS培地を用いて培養し， 1週間後，茎切片を2.5mmに細分した.
各部分各々約 2gから cAMPを抽出した.茎切片を冷却した0.3Mの過塩素酸中で粉砕し，
10，000 gで遠心した上清のp廷を KHC03で中性にした.この試料中の cAMP量を radioim-
munoassay kit (ヤマサ)を用いて定量した.
Spdの定量
0.5μMのBAを添加あるいは無添加の MS培地を用いて培養し， 1週間後，茎切片を2.5mm
に細分した.各部分各々約 2gを冷却した 5%TCA中で粉砕し 2時間 40Cで静寵した.この試
料を26，000gで遠心し上清を二分した.遊離態の Spdの定量に関しては，上清を陰イオン交換
樹脂カラム (AG50W -X4， Bio-Rad)に吸着させ，洗浄後6Mの塩酸で溶出した.これを乾
闘し，蒸留水に溶解して HPLCの試料とした.結合型Spdの分析に関しては，先の上清を等量
の12M塩酸と共にガラスアンプノレに入れ，シールした後， 12時間1l00Cで加水分解した.加水分
解物を乾因した後，先と同様に陰イオン交換樹脂カラムにかけた.この試料については， 0 
phthalaldehyde plus thiol (OPT)試薬により誘導体化した後に HPLCの試料とした.
試料は Shim-Pack CLC-ODSカラム(島津製作所)で溶媒として AとMeOH(B) を用
い， 0.7m1!・min-1の流速で、溶出した.0から10分は， 20%Aと80%Bから30%Aと70%Bへの
直結勾配で， 10から20分は， 30%Aと70%Bから80%Aと20%Bの直繰勾配で， 20から30分
は， 80%Aと20%Bから20%Aと80%Bの直線勾配で溶出した.Spdの保持時間は19.5分で
あった.溶媒Aは以下のようにして作成した.900m1!の蒸留水中にo.1M N ，N -dimethylcyclo-
hexylamineとO.lMNaOHを溶解し，リン酸で、pHを7.3とした.これに300mgのo-phthalal悶
dehydeと0.2m1!の t-butylmercaptanを加えた50m1!の95%EtOHを添加し， 1娩40Cで撹持し
た.この液を酢酸コ二チルで4回，ペンタンで1自分配した.リン酸でpHを4.0とし，数分間ボ
イルした.この溶液100m1!に400m1!のMeOHを加えたものを溶媒Aとして用いた.
結果と考察
1.茎切片に与えた傷害の不定芽分化に及ぼす影響
比較的長い茎切片を用いた場合に，切片の中央部付近からは不定芽はほとんど分化してこな
いこと，またその中央部に付加的に傷害を与えることにより不定芽分化が誘導されることをす
でに報告している1九しかしながら，このような傷害誘導不定芽分化と誘導物質であるサイトカ
イニンとの関連については未検討である.そこでまず，長さ 2cmの茎切片を用い，中央部に傷
を与えて， BAを0.5μM添加した培地で培養した.その結果，無傷の切片では切片の両端5
mmの範囲以外ではほとんど不定芽は形成されなかったが (Fig.1A)，傷害を与えると切片の全
面において多数の不定芽が誘導された (Fig.1B).不定芽を形成した切片の割合はいずれの場
合にもほぼ100%であった (Fig.1). 
次に，この傷害誘導不定芽分化に，添加したサイトカイニンが関与しているのか否かを確認
するために， BA無添加の培地を用いて同様の実験を行った.傷害を与えていない場合，不定芽
形成率は約50%であり， BA添加の場合と同様切片両端付近でのみ不定芽が形成されたが(Fig.
重田・谷本.トレニア茎切片における傷害誘導不定芽分化に関する研究1不定芽分化制御物質の挙動 57 
7.5 
て』Vコ3 ? 50 
』。
2z E コ2.5 o 
Cultures with 
adventitious buds (%) 
96.5土 2.2
10 
Distance from apical end (mm) 
7.5 
????
?? ? 』
?
」?
』?
??
97.2土 1.8
Distance from apical end (mm) 
Fig. 1 Effects of wounding on adventitious bud initiation in Tor.仰 iastem 
segments 1. The segments (2 cm in length) werεcultured on the 
m日diumwith 0.5μM BA after wounding transvers巴ly(お arrowindi-
cates wounding site). A: control without wounding. After 3 weeks of 
culture， percentage of cultures with buds and number of buds formed 
wer日observed.The number of buds was counted every 2.5 mm from 
apical cut巴ndto basal end of the explant. To obs巴rveadventitious bud 
initiation， at least 24 segments for each tretament were used. Th巴
experiment was rεpeated at 3 tim巴s，means and standard erros were 
then calculated. 
{j 1.0 r斗
コ lr明朝一戸棚、
4コ 11
O 0.5トi トエア寸
塁。 しとごとまと出
o 5 10 15 
Distance from apical end (mm) 
Cultures with 
adventitious buds (%) ?
48.6土 4.6
20 
3.0 r s 
2.5 
告4コ2.0 
~ 1.5 
2 。10
0.5 。 92.4 :! 2.8 
5 10 
Distance from apical end (mm) 
Fig. 2 Effects of wounding on adventitious bud initiation in Torenuz stem 
segments I. The s己gments(2 cm in length) were cultured on the 
medium without BA after wounding transversely (B: arrow indicates 
wounding site). A: control without wounding. After 3 weeks of 
culture， percentage of cultures with buds and number of buds form巴d
were observed. The number of buds was counted every 2.5 mm from 
apical cut end to basal end of the explant. To observe adv巴ntitiousbud 
initiation， at least 24 segments for each tretament were used. The 
εxperiment was repeated at 3 times， means and standard erros wer日
then calculated 
58 佐賀大学農学部議報第82号(1997)
2A)，傷害を与えると不定芽形成率も90%以ととなり，傷害部位周辺で著しく多数の不定芽が誘
されてきた (Fig.2B). この傷害による不定芽分化においては，間端よりも中央部での不定
芽数がはるかに多くなった.この現象については，再端では傷害によって生成した物質の官日
が培地に遊離するのに対して，中央部ではそのようなことがないことによるものと思われる.
以!この結果は，傷答により，何らかの不定芽誘導に関する制御物質が傷害部位周辺に存在す
る可能性を強く示唆するものである.この物質については，培地に添加した BAであるのか，
傷害自体によって合成された誘導物質であるのか，あるいは阻害物質の含量が低下したのかと
いう三つの可能性が考えられる.そこで，それらの可能性について検討することとした.
2.培地に添加した BAの分布
培地に不定芽分化誘導活性を持つ BAを添加した場合，そのBAが傷害部位周辺に蓄積する
ことによって不定芽分化を促進している可能性が考えられる.そこで， 14Cでラベルした BAを
培地中に添加し，培養後の切片における BAの分布を調べた.その結果 (Fig.3)，傷害部位周
辺のBAは若干上昇していた.しかし，この
増加は無犠の切片の中央部と比較して，約2
割程度であった.茎切片中央部の不定芽の分
化数は傷害によって10倍以上増加しているが
(Fig. 1)， 10倍の不定芽を分化させるために
はBAの濃度は約30f音上昇させる必要があ
ることをすでに報告している 5) 従って，不定
芽分化数BAの分布とのあいだには密接な
相関関係は認められないといってよい.
がBA無添加の場合にも不定芽分化数を増
加させること (Fig.2B)とも考え合わせる
と，培地中のBAの局在との関係は無視して
もよいものと思われた.
3 .内生サイトカイニン含重量
培地に添加した BAの分布と傷害との間
には相関関係は存在しなかった (Fig.3). し
かしながら，サイトカイニンは最も強力な不
定芽誘導物質であることヘサイトカイニン
無添加の場合にも傷害が不定芽分化を促進す
ること (Fig.2B)等を考えると，傷害部位周
辺では内生サイトカイニン含量が増加し，そ
れによって不定芽分化数が上昇するのだとも
思われる.そこで，傷害を与えた茎切片をサ
イトカイニン無添加の培地で培養し，内生サ
イトカイニン含量の変化を調べた.
先述したように，天然サイトカイニンには
isopentenyladenosine， zeatinやその類縁体
等が存在するために，個々のサイトカイニン
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を定量することは困難である.そこで今回はキュウリの子葉を用いた生物検定によって，全サ
イトカイニン活性のみを測定した.その結果を Fig.4に示すが，傷害によって全内生サイトカ
イニン活性は増加せず，その分布パターンにも傷害を与えなかった場合 (Fig.4A)と比較して
変化はなかった (Fig.4B).
以上の結果からサイトカイニンは，外生的に与えた場合 (Fig.3)にも，内生的に存在する場
合 (Fig.4)にも，傷害による不定芽分化の誘導と全く相関関係を持っていないことが明らかと
なった.
4.内主主オーキシン含最
一般的な不定芽誘導物質であるサイトカイニンと傷答との間に関係がないとすれば，不定芽
分化を組害あるいは抑制する物質が傷害部位周辺では低濃度になっているという可能性が考え
られる. トレニア茎切片ーからの不定穿分化は培地に添加したオーキシンによって強く阻害され
る4).5 天然オーキシンは IAAのみであるので，内生IAA含量を HPLCによって定量した.そ
の結果 (Fig.5)， IAAの含量は傷害処理によってむしろ増加する傾向を示し，傷害部位周辺ても
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(Fig. 5B). 
5. NH4 +の含量
IAA以外にも不定芽分化を阻害する物質については詳細に検討してきた.それらの中には，
蛋白質や mRNA合成の阻害剤13)，serine proteaseの阻害剤1ヘglutaminesynthaseの阻害剤15)
等があるが，いずれも茎切片中に存在する物質ではない.しかし，培地中の NH4+は不定芽分化
に阻害的に作用することから 15)，その切片内での分布を調べることとした.しかし， Fig.6に示
したように， NH4"'の茎切片内での分布もまた，傷害による不定芽分化誘導と何ら相関関係はな
かった.
減少することはなかった
6 .内生 cAMP含量
トレニアの茎切片からの不定芽分化は，植物ホルモン以外に cAMPの合成酵素である
adenylate cyclaseを活性化する物質や，分解酵素である cyclicnucleotide phosphodiesterase 
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を阻害する物質によっても誘導され，その際に内生 cAMP含量が増加していること，この内生
cAMP合叢の増加は BAや Ca2十一ionophoreの添加によっても引き起こされることをすでに報
告しているへすなわち， BA等による不定芽分化の誘導は内生 cAMPの増加を経由して機能し
ているとも考えられる.従って，傷答による不定芽分化の誘導の場合にも，傷害部位周辺で内
生 cAMPが増加している可能性がある.そこで，このことを確認するために，傷害を与えた茎
切片と無傷の茎切片を BAそ添加した堵地で培養し，切片内の cAMP含量を測定した.その結
果 (Fig.7)，内生cAMP含量と傷害及び不定芽分化との間には関連は認められなかった.
7 .内生 Spd含量
polyamine類の一種である putrescine(Put) もトレニア茎切片からの不定芽分化を誘導す
る1) この Putの誘導効果は茎切片に取り込まれた Putから生成した Spdによるものであるこ
とを，我々は Spdsynthaseのl塩害斉Ijの不定芽分化阻害作用や不定芽分化時の内生 Spd含量の
増加等によって証明しており，また， Spd含量の増加は cAMPの場合と同様に BAの添加に
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よっても起こることを明らかにしている 11) そこで，傷害を与えた茎切片と無傷の菜切片を BA
を添加した培地で培養し，切片内の Spd含量を測定した.その結果を Fig.8に示したが，芸切
片の中央部に傷害を与えると傷害部位周辺の Spd含量が増加する領向を示し，特に遊離型の
Spdの増加が著しかった (Fig.8B).次に BA無添加の培地を用いて同様の検討を行った.そ
の結果 (Fig. 9)， BA添加の場合と同様に傷害部位賂辺では遊離型Spd濃度がと界していた
(Fig. 9B). 
po1yamine類による不定器官分化についてはほとんど報告されていないが，我々はこれまで
にシオデの茎切片からのクラウン様組織の分化がPutによって著しく捉進されること11鉄砲
ユリの鱗片切片からの球根分化がPut，Spdそして spermineによって促進され，内生sper-
mine含量が増加すること附を報告している.従って， po1yamine類が各種の不定器官分化の制
御物質である可能性を考えることができょう.
上記の検討の結果，遊離型の Spdが傷筈によって生成し，これが傷害誘導不定芽分化の“trig-
ger"物質である可能性が示唆された.しかしながら，その含量についてより詳細に見てみる
と，若干の疑義も生じる.す合わち， BA添加時の遊離Spdの含量は，中央部に傷害を与えて
いない切片の両端で約1.7f11101og新鮮重一1である (Fig.8A).傷害を与えた場合には傷害部位
周辺の含量はほぼ同じであるが，両端の含量は約1.3μ11101.g新鮮重一1 (Fig.8B)であって不
定芽分化とパラレルな関係にはない.また， BA無添加の場合には，傷筈を与えていない切片の
再端及び欝害を与えた切片の両端と傷害部位周辺の遊離型Spd含量は，いずれも0.35から0.5
μ11101. g新鮮重 1であって (Fig.9)， BA添加の場合とかなり濃度的に差があった.従って，
遊離Spdは傷害誘導不定芽分化に強く影響しているものの，“t凶rig邸ge臼r
定することはできないものと居思、われる.
摘 要
トレニアの比較的長い茎切片(長さ 2cm)をbenzy1adenine(BA)のようなサイトカイニンを
含む培地で培養すると，不定芽は切片の両端からのみ分化する.この切片の中央部に傷害を与
えると傷害部位局辺からも不定芽が分化してくる.この傷害によって誘導される不定芽分化は
BA無添加の場合にも認められ，傷害によって生成した何らかの物質が不定芽分化を誘導する
ものであると考えられた.そこで，傷害を与えた茎切片における各種物質の局在性について調
べた.14Cでラベルした BAを用いて取り込み後の分布について調べたが，傷害との関連はみら
れなかった.不定芽分化を姐害する indo1eaceticacidやNH4"の分布や，不定芽分化を誘導す
る内生サイトカイニンと内生cyclic AMPの含量にも相関関係は認められなかった.
po1yamine類の一種である sperl11idine(Spd)の内生合議については興味深い結果が得られた.
すなわち，傷害部位周辺では Spd合震が有意に増加していた.しかしながら， Spdの含量と不
定芽分化との密接な相関関係は認められなかった.
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